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点，构建了一种同时包裹有 CpG 寡核苷酸链（CpG ODNs）佐剂和金纳米粒子的
HBc VLPs，对其跨细胞膜机制和免疫刺激能力进行了初步研究，具体工作如下： 
1. 构建 CpG-Au@HBc VLPs 纳米复合物：1）在原核表达系统（E.coli）内
诱导 HBc VLPs 蛋白的表达，采用盐析和色谱柱分离的方法纯化出较纯的 HBc 
VLPs 蛋白；2）以“种子生长法”和改良的 Frens 法合成出不同粒径、尺寸较均
一的纳米金球（Au NSs），通过加盐老化的方法在 Au NSs 表面接上巯基化的 CpG 
ODNs；探究了不同粒径大小（5-15 nm）的 Au NSs 与巯基化 CpG ODNs 的连接
效率，研究发现粒径越小的 Au NSs 体系在与 CpG ODNs 连接过程中越稳定，15 
nm Au NSs 体系则较易聚沉；3）HBc VLPs 蛋白解聚后能够与 CpG-Au NPs 因静
电相互作用结合并实现包封，形成壳核结构的 CpG-Au@HBc VLPs纳米复合物。 
2. 通过MTT实验对CpG-Au@HBc VLPs纳米复合物的细胞生物相容性进行
了评价；利用流式细胞术证实了 CpG-Au@HBc VLPs 能够有效进入 RAW264.7
细胞，同时结合几种不同的胞吞途径特异抑制剂确定了其跨膜进入细胞的机制；
此外，利用相差显微镜观察了 CpG-Au@HBc VLPs 对细胞形态的影响。 
3. 建立小鼠免疫实验模型，研究 CpG-Au@HBc VLPs 纳米复合物的免疫刺
激能力，结果显示：1）细胞免疫应答能力强：小鼠脾细胞中 CD4+、CD8+ T 细
胞表达量及 Th1 型细胞因子 IFN-γ 分泌量明显高于其它组（HBc VLPs 组、CpG 
@HBc VLPs 组及弗氏佐剂与 HBc VLPs 联用组）；2）能引发中等程度的体液免
疫应答：小鼠血清中抗 HBc 抗体滴度及 Th2 型细胞因子 IL-4 分泌量高于 HBc 
VLPs 组和 CpG @HBc VLPs 组，达到传统弗氏佐剂（强体液免疫诱导佐剂）与
HBc VLPs 联用组的一半以上；3）Au NPs 在促进整个复合物的体液和细胞免疫
刺激效果中都发挥了作用（与 CpG @HBc VLPs 组相比较），有类似佐剂的效应。 
















The hepatitis B core protein (HBc) virus-like particles (VLPs) are hollow and 
stable without incorporating genetic materials but still keep similar conformations to 
the wild virus. Moreover, HBc VLPs have high proper immunogenicity on B-cell, 
T-cell, and cytotoxic T lymphocyte (CTL) level. Thus they are promising candidate 
vaccine antigens and nanocarriers to deliver genes, nanoparticles and other 
therapeutics with good biocompatibility and non-infectiousness. In this thesis, we 
constructed a immunostimulatory nanocomposite (CpG-Au@HBc VLP) by 
self-assembling engineered virus-like particles encapsulating CpG-gold nanoparticles 
conjugates through electrostatic interactions. The cell membrane-penetrating 
mechanisms and immunostimulary ability of CpG-Au@HBc VLP were studied. The 
main contents and results are as follow: 
1. Construction of CpG-Au@HBc VLPs nanocomposite: 1) The HBc VLPs 
protein was induced to expressing in E.coli system and then purified successively by 
salting out and chromatography; 2) citrate-stabilized gold nanoparticles with different 
sizes (from 5 nm to 15 nm) were prepared using seed-mediated method and modified 
Frens method. The assembly of Au NPs with CpG ODNs was conducted by using a 
salt-aging approach. The influence of Au NPs size on conjugation efficiency was also 
investigated. The results revealed Au NPs with smaller sizes remained more stable 
than that with larger size; 3) The CpG-Au conjugates were connected to disassembled 
HBc VLPs through electrostatic interactions. Then the core/shell CpG-Au@HBc 
VLPs were prepared after reassembled HBc VLPs。 
2. Cytocompatibility of CpG-Au@HBc VLPs nanocomposites were analyzed by 
MTT assay. The entrances of CpG-Au@HBc VLPs into RAW264.7 cells were 
investigated by microscopic imaging technique. Cell membrane-penetrating 
mechanisms of CpG-Au@HBc VLPs were investigated by fluorescence activated cell 
sorter (FACS) through using specific inhibitors. 
3. The mice immune experiment was performed to evaluate the 




















 T cell numbers and higher secretion of cytokine interferon-gamma than 
other groups (HBc VLPs, CpG@ HBc VLPs, HBc VLPs co-immune with 
conventional Freund's adjuvant); 2) ability to induce moderate level of  humoral 
immune response: CpG-Au@HBc VLPs induced higher HBc-speciﬁc antibody titer 
and higher secretion of cytokine interleukin-4 than HBc VLPs and CpG @HBc VLPs, 
while reach half of that induced by HBc VLPs co-immune with conventional Freund's 
adjuvant; 3) the use of Au NPs also generated enhanced immunogenicity of CpG and 
VLPs on both humoral and celluar immune pathways. So Au NPs may served as 
adjuvant. 
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图 1-1 组成不同 VLPs 的病毒颗粒尺寸分布及其三维结构模型[9] 
Figure 1-1 Size-scaled presentation of the complex enveloped viruses that have been 










VLPs 疫苗、嵌合型 VLPs 疫苗、VLPs 偶联或交联疫苗以及 VLPs 冲击树突状细




















毒性反应[10]。在目前已有的 VLPs 中，HBV VLPs 和 HPV VLPs 已经被成功的制
成疫苗并进入市场[11]。此外，其他一些病原体 VLPs 的免疫原性也得到了充分的
研究。Hammonds 等[12]改进了 HIV VLPs 的表达和纯化方式，得到的 HIV VLPs
能够同时诱导体液和细胞免疫应答，为 HIV VLPs 后续能够应用于临床奠定了基
础。 
（2）嵌合型 VLPs 疫苗： 
嵌合型 VLPs 是指在 VLPs 的表面表达一些外源性抗原，这些外源性抗原既
可以是一些不能自组装成特定形态的 CTL 表位和包膜蛋白的多肽段，也可以是
同源的抗原表位蛋白或是来自其它病原体的抗原，这些病原体一般具有自身易逃
逸机体免疫系统从而难以产生免疫应答的病毒，例如 HIV1 和 HCV 等，此外，
VLPs 还可以表达来自细菌等微生物体内的免疫原性蛋白。Chen 等[13]将 HBV 表
面蛋白 preS1 的 5-33 个氨基酸连接到截短型 HBc VLPs 羧基末端，形成了嵌合蛋
白（HBVCS1），这种嵌合型 VLPs 同时具备了 HBV-preS1 和 HBc VLPs 的免疫




图 1-2 VLP-SA-TNF-α 疫苗的合成示意图[14] 



















以重复的方式最佳地展示在载体 VLPs 表面。例如，B Chackerian 等[14]采用生物
素（SA）辅助连接，将由细菌表达的肿瘤坏死因子（TNF-α）通过生物素连接到
多瘤病毒样颗粒（PV VLPs）表面，得到 VLP-SA-TNF-偶联疫苗示意图如图 1-2
所示。这种疫苗免疫小鼠相比于单独使用 TNF-α 进行免疫刺激产生的抗体滴度
高出了 1000 倍，证实了这种连接方法得到的疫苗对机体内 B 细胞分化及成熟有
促进作用。 
（4）VLPs 与 DCs 联用疫苗： 
树突状细胞（DCs）作为人体内功能最强的专职抗原提呈细胞，也是惟一能
够激活初始 T 淋巴细胞和静息 T 淋巴细胞的抗原提呈细胞，与特异性细胞免疫
反应的激活息息相关。随着近年来肿瘤免疫治疗的研究日渐受到重视，将 VLPs









图 1-3 渗透率改变前后 PV VLPs 表面亚基之间间隙大小变化的冷冻电镜图像[15] 
Figure 1-3 Cryoelectron microscopy image reconstruction of polyomavirus VLPs 




















例如 SM Barr 等[15]采用“渗透压冲击法”，通过降低 PV VLP 所在缓冲环境的离子
强度，增大 VLPs 表面亚基间的空间间隙，使得 DNA 能够通过间隙并在静电作








图 1-4 两种不同颗粒大小 CCMV VLPs 包裹 10 nm ZnPc 纳米球的过程示意图[16] 
Figure 1-4 Self-assembly of 10 nm ZnPc nanospheres within (a) 20 nm (T=1) and (b) 




量子点（QDs）在体外共孵育，得到的包裹有 QDs 的 VLPs（SVLP-QDs）具有


















图 1-5 SVLP-QDs 的 TEM、DLS 及荧光光谱表征[17] 
Figure 1-5 Characterization of SVLP-QDs. a,b) TEM images of SVLP-QDs. 
SVLP-QDs were not stained (a) or negatively stained for 10 s (b). c) Distribution of 
SVLP-QD diameters based on TEM data . d) DLS volume distribution versus Dh for 




肝病毒核心蛋白病毒样颗粒（Hepatitis virus B virus core protein virus like particles, 
HBc VLPs）（1-177 位氨基酸）的表面，并通过点击化学等方法将亲水性 PEG 分
子和肿瘤靶向分子 RGD-4C 修饰于嵌合病毒样颗粒表面，从而赋予其包载核酸
分子和靶向肿瘤细胞的能力。其次，还通过基因工程的方法，在截短型 HBc VLPs
（144 个氨基酸）的 N 末端（VLPs 内部）插入了组氨酸（His）标签，在体外条
件下对 HBc144-His VLPs 的解离、重组过程及影响因素进行了详细的研究。接着
进一步利用金属镍离子能与组氨酸标签特异性结合的性质，以表面螯合金属镍离
子的 Fe3O4复合纳米粒子为核，以含组氨酸标签的 HBc144-His VLPs 为壳，通过
自组装方法构建了具有壳核结构的 HBc144-His/Fe3O4 磁性病毒样颗粒。其制备
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